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論文内容要旨
研究目的
 PI代謝回転が関与する細胞内情報伝達系の機構を解明するために,ホスファチジルイノシトー
 ルのリン酸化の第一段階とされてきた4位のリン酸化を触媒するPI4キナーゼをクローニング
 し,その構造解析を行った。そのタンパク分子の生化学的性質,生体内での役割を明らかにする
 ために,得られたcDNAを培養細胞に導入した。PI代謝回転が活発な神経系での役割を解明す
 るため遺伝子組織化学的手法を用い,発達期と成獣期の遺伝子発現を検索し,その発現時期,脳
 内局在を調べた。
研究結果
 ラット脳cDNAライブラリーより二種のPI4キナーゼをクローニングした。一つのcDNAは
 2041個のアミノ酸をコードし,推定分子量は231,317kDaであった。推定アミノ酸配列は,触
 媒領域で酵母PI4キナーゼのSTT4とPIK1に対しそれぞれ52.3%と34.4%の同一性を示した。
 ラットPI3キナーゼに対しては,同部位で31.7%の同一性を示した。また,3'側翻訳領域半分
 は,ヒトタイプ且PI4キナーゼとして報告のあったPI4Kαとアミノ酸配列で98.2%の同一性
 を示した。この230kDaPI4キナーゼは,プロリンリッチ領域,SH3領域,アンキリンリピー
 ト,脂質リン酸化酵素特異領域,触媒領域を含んでいた。このcDNAを導入したCOS細胞を用
 いた解析から,この酵素がイノシトール環の3位ではなく4位をリン酸化すること,トライトン
 Xで活性化されること,アデノシンで抑制されないこと,膜画分に存在することがわかった。こ
 れらの結果から230kDaPI4キナーゼはタイプ皿PI4キナーゼと考えられた。エピトープタ
 グを用いた免疫組織化学的検索により,230kDaPI4キナーゼ分子はゴルジ装置に存在し,さ
 らに免疫電子顕微鏡によりゴルジ装置と空胞の膜に結合していることがわかった。遺伝子組織化
 学的検索では脳灰白質全体に発現を認めた。もう一方のcDNAは816個のアミノ酸をコードし,
 推定分子量は91,654kDaであった。この92kDaPI4キナーゼは,脂質リン酸化酵素特異領域,
 触媒領域,さらに酵母PI4キナーゼのPIKlとの間でのみ保存されている領域を含み,触媒領
 域でPIK1に対し43.3%の同一性を示した。このcDNAを導入したCOS細胞を用いた解析から,
 この酵素がイノシトール環の3位ではなく4位をリン酸化すること,トライトンXで活性化さ
 れること,アデノシンによる抑制は230kDaPI4キナーゼより大きいこと,可溶性画分に存在
 すること,10μMのウオルトマニンで抑制されることがわかった。これらの結果は古典的なPI
 キナーゼの分類には合致しないものであった。エピトープタグを用いた免疫組織化学的検索では,
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 92kDaPI4キナーゼ分子もゴルジ装置と空胞の膜近傍に存在していることがわかった。遺伝子
 組織化学的検索では脳灰白質全体に発現を認めた。これらの結果から,これら二種のPI4キナー
 ゼが,これまで考えられていたリガンド刺激に対するレセプターを介した細胞内応答だけでなく,
 ゴルジ装置の主たる機能である膜輸送に関与することが示唆された。
 研究の意義・独創的な点
 ラット脳より分子量230kDaと92kDaの二種類のPI4キナーゼをクローニングしたことによ
 り,これら酵素分子の性質を直接的に解析することが可能となった。また,これらの酵素分子の
 細胞内局在を初めて直接明らかにした。これにより,今回報告した二つのPI4キナーゼが,こ
 れまで考えられてきたリガンド刺激に対する,レセプターを介した細胞内応答ではなく,ゴルジ
 装置の主な機能である膜輸送に関与している可能性と,今後の研究の方向性を示した。遺伝子組
 織化学的検索では,胎児期,成獣期ともに,神経細胞におけるこれら酵素の重要性を明らかにし
 た。
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 審査結果の要旨
 近年イノシトールリン脂質は,その代謝産物の一つのジアシルグリセロール(DG)がイノシ
 トール三リン酸と共に細胞内情報伝達における重要なセカンドメッセンジャーであることが判明
 してから,細胞機能概究の主たる解析対象として脚光を浴びる様になった。DGはホスファチジ
 ルイノシトール(PI)が二段隅のリン酸化によりできるPI(4,5)ニリン酸(PIP,)の加水分解
 の産物であるので,これらのリン酸化酵素の本態の解明は細胞内情報伝達機構の理解に必須であ
 る。さらに,PIP・とその前駆物資であるPI4一リン酸(PIP)は分泌に伴う膜輸送と融合に重要
 であることが近年酵母での研究を中心に示唆されてきている。本申請者はこのような研究発展経
 過を踏まえて,PIP産生を担うPI4キナーゼの本態を分子生物学的に明らかにすべく研究を遂行
 したので、その研究動機は明白である。
 本研究の遺伝子クローニングにより,ラット脳から推定分子質量230kDaと92kDaの二種類
 のPI4キナーゼ分子の存在が明らかにされた。これらは,分子構造上は既報の酵母のPI4キナー
 ゼであるSTT4とPIK1と各々比較的高い相同性を示したが,脊椎動物における分子構造と活性
 特性両方を明確にされた同名酵素としては最初のものである。但し,本研究遂行中に他者により
 PI4Kαの名でヒトのPI4キナーゼ分子の構造が報告された。しかしこの分子はキナーゼ活性が
 非常に低く,その分子構造は本研究の230kDa分子のC端側にほとんど包含されるので,それ
 が独自のものかは更なる検討を要するであろう。230kDa-PI4キナーゼ分子は従来の生化学的解
 析により知られていた同酵素の特徴である膜画分存在を示したが,92kDa-PIキナーゼ分子はそ
 れとは異なり可溶性面分存在を明らかにした。いづれの新分子もPI3キナーゼの活性を抑制する
 ウオルトマニンに感受性を有することが示された。遺伝子組織化学解析によると,いづれの分
 子のmRNAも多くの神経細胞に発現しており,ダリア細胞には発現されず,これらの分子が神
 経細胞の基本的機能に深く関与していることが強く示唆された。さらに培養細胞での電顕免疫細
 胞化学的検索では,ゴルジ装置と空砲の膜に密接して局在していた。
 以上の新所見から,これらの新PI4キナーゼはシグナル伝達のセカンドメッセンジャーの産生
 に関与するだけでなく,細胞内膜輸送に重要であることが哺乳類で初めて強く示唆されたのであ
 る。従来の生化学的研究によりいくつかのPI4キナーゼが種々の組織から精製されてはいたが,
 分子構造を含めた分子特性を完全な形で明らかにしたのは脊椎動物では本研究が始めてである。
 したがって本所見は,今後この重要な酵素の本態解明の大きな進展の重要な契機となるであろう。
 そして,所見の正確精緻さと結論の明解適切さにも異論はない。よって,本研究は学位授与に値
 すると判定された。
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